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摘要 本研究旨在建立一种同时筛查 FLT3 ITD 突变和 NPM 1突变的检测方法。设计 2对引物,分别扩增 NPM1
基因的外显子 12和 FLT3 基因的外显子 14、内含子 14、外显子 15,以覆盖几乎所有已知突变位点。对双重 PCR体
系的反应程序和引物浓度比例进行优化,将双重 PCR产物通过毛细管电泳分离, 根据野生型产物和突变型产物的
大小差异来判断突变存在与否并利用产物的峰面积对突变比例进行定量,并对突变阳性标本进行测序验证。结果
表明, 在 93例标本中 NPM 1突变者 17例 ( 18. 5% ) , FLT3 ITD 突变者 15例 ( 16. 3% ), NPM 1突变和 FLT3 ITD 突变
双阳性 6例。 17例 NPM1 突变中 7例 M 2、4例 M 4、5例 M 5、1例 M 6, 其中 10例男性、7例女性; 有 15例为 A型, 1
例为 B型, 1例为 Nm 型;有 1例 CM L急变为 AM L的标本中带有 NPM 1基因 A型突变。 15例 FLT3 - ITD 阳性中
1例 M 1、8例 M 2、2例 M 3、1例 M 4、3例 M 5,其中 5例男性、10例女性。扩增产物测序结果进一步证明了该检测体
系的准确性和可靠性。结论:建立了同时筛查 FLT3 ITD 突变和 N PM 1突变的检测体系, 该体系以基因组 DNA为
模板, 具有方便、快捷、准确、可定量的优点。
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Abstract O bjective o f this study w as to estab lish a m ethod for sim ultaneous de tection o fFLT3 /ITD andNPM 1 gene
m uta tions in AM L. A double PCR w as firstly designed and op tim ized to am plify bo th exon 12 o fN PM1 and exon 14
in tro n 14 exon 15 o f FLT3, w ith the a im o f de tecting a lm o st a ll repo rted m uta tions. A fter op tim iza tion, a touchdow n
PCR w a s cho sen fo r the m ultip lex PCR procedure, w ith the pr im er concentration s o f NPM 1 and FLT3 ITD being 200
nm o l/L and 152 nm o l/L respec tive ly. T he PCR am plicons w ere sepa ra ted by capillary e lectrophoresis and the presence
o f m utants w a s reco gnized by the size d ifference betw een the m utan ts and w ild type products. T he areas o f m utant peak
and w ild type peak w ere used to ca lcu la te the m utant/w ild ty pe ra tio. A ll the po sitive m uta ted sam p les w ere conf irm ed
by sequencing . T he re su lts show ed that 17 patients w ith N PM 1 m utatio n, 15 patients w ith FLT3 ITD m utation, 6
patients w ith bo th NPM 1 and FLT3 ITD m uta tionts w ere found am ong 93 pa tents. 7 patients w ith M 2, 4 pa tients w ith
M
4
, 5 pa tien ts w ith M
5
and 1 patien ts w ithM
6
w ere found o ut o f 17 patientsw ith NPM 1 m utation, in w h ich 10 patients
w ere m ale and 7 patients w ere fem a le, 15 pa tien ts w ere w ith type A, 1 pa tients w a sw ith type B and 1 patientsw as w ith
type Nm, str ink ing ly 1 CM L pa tien t in blast crisis w a s fo und to carry a ty pe A m utatio n. Am ong 15 patientsw ith FLT3
ITD m u ta tion 1 patient w ith M 1, 8 pa tients w ith M 2, 2 patients w ith M 2, 2 patients w ith M 3, 1 pa tient w ith M 4, 3
patients w ith M 5 w ere found, in w h ich 5 pa tien ts w e re m a le and 10 patien ts w ere lem a le. Sequencing results further
conf irm ed the accuracy and re liability of th ism etho d. It is conc luded tha t a no ve lm ethod w ith the ab ility to de tect bo th
FLT 3 ITD and NPM 1 m utatio ns ha s been dev eloped w hen genom ic DN A w as tem plated. T h is m ethod is fas,t ea sy,
accura te and capab le to ca lcu la te the m utant/w ild type ra tio.
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AM L 里发现了多种基因突变, 其中最常见的是
NPM 1 ( nuc leopho sm in ) 基因突变和 FLT3 基因
( Fm s like tyro sine k inase 3 )的内部串联重复突变
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。因此, 同时检








59例患者来自 2008年 7月 - 2010年 1月在厦门大
学附属中山医院住院的初诊病例, 33例标本来自广
州市第一人民医院。除了 2例初诊即为慢性髓系白
血病急变期外 (M 2和 M 5各 1例 ) ,其余均为初发的
AM L。在 92份病例中男 48例,女 44例, 其中 M 0 2
例, M 1 4例, M 2 31例, M 3 20例, M 4 8例, M 5 23例,




取确诊未治疗的 AM L患者骨髓或外周血 (白血病
细胞 > 50% ) 3- 5 m ,l根据 TIAN am p Genom ic DNA
K it (天根生化科技有限公司, 北京 )说明书提取白
血病细胞 DNA, 所提取的 gDNA利用 ND 1000紫
外分光光度计 ( N anodrop, 美国 )进行浓度测定, 并
将终浓度调为 10 ng / l。
二重 PCR反应体系的建立
NPM 1和 FLT3引物分别为为NPM 1 F: 5 C y 5 TT
AACTCTCTGGTGGTAGAATGAA 3 ; NPM 1 R: 5
GGTAGGGAAAGTTCTCACTCTGC 3 ; FLT3 F: 5
C y 5 CTAACTGACTCATCATTTCATCTCTGA 3 ;
FLT3 R: 5 CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC 3。
经过优化后的 PCR体系为: 25 ,l含 5 l 10 PCR
buffer ( 100 mm o l/L TrisHC ,l pH 8. 3, 500 mm o l/
L KC ,l 15 mm o l/L M gC l2 ) , 0. 2 mm o l/L dNTP, 1
U TaqH S DNA 聚合酶 (宝生物工程有限公司, 大
连 ) , 引物 (NPM F 和 NPM R 均为 200 nm o l/L,
FLT3 F和 FLT3 R均为 152 nm o l/L )和 5 l gDNA
模板。在 T3 Therm ocyc ler( B iom e tra,德国 )上进行
PCR扩增,程序如下: 95 预变性 3分钟;然后 95
变性 30秒, 61 退火 30秒 (每个循环下降 0. 5 ),
72 延伸 40秒,共 18个循环; 95 变性 30秒, 52




得到 A。用去离子甲酰胺 ( SLS, 美国 B eckm an
C oulter公司, p /n 608082 )将荧光标记的分子量标
准 ( CEQ 600 size standard m ix ture, B eckm an C oul
ter, p /n 608095)稀释 10倍,得到 B。取 1 l A, 2. 5
l B与 16. 5 l SL S混匀后, 转移到 96孔上样板
中, 并滴加一滴石蜡油防止挥发。在 CEQ 8800遗
传分析系统 ( B eckm an C ou lter公司 )上采用 Frag
2 程序进行毛细管电泳。根据仪器自带软件进行
Fragm en tA na ly sis , 确定是否存在 NPM 1 突变或
FLT3 ITD 突变。对于突变阳性标本, 根据软件给出
的野生型峰面积 S1和突变型峰面积 S2, 按照以下
公式来计算突变比例:
M utant lev el% = ( S2 /S1+ S2) 100%
测序
对于突变阳性的标本, 将扩增产物经 1%琼脂糖凝
胶电泳分离,切胶回收目的片段, 连接到 pM D 18 T
载体 (宝生物工程有限公司, 大连 ) , 转化大肠杆菌
DH 5 感受态,以菌液为模板进行 PCR扩增和琼脂
糖电泳,挑选至少 4个阳性克隆 (对于 FLT /ITD 标
本, 选择琼脂糖凝胶电泳的条带位置相对靠后的克
隆 )送 Inv itrogen公司测序验证。
结 果
稳定的双重 PCR检测体系的建立
以 293T细胞的 gDNA为模板进行 PCR体系的优
化。首先,通过琼脂糖凝胶电泳确认单重 PCR产物
的特异性, 2对引物都能分别扩增出预计大小的亮
带。之后将 2对引物放在 1个 PCR体系里进行扩
增, 并进行反应条件的优化处理: 在最初的 PCR
体系里,除了 2条预计大小的条带外,还有较大的非
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特异扩增产物。针对于此, 我们引进了 touchdow n
PCR程序, 在最初的 18个循环中,退火温度从 61度





度的调节, 最终确定的体系中 NPM 1引物与 FLT3
引物的浓度比例为 200 nm o l/L 152 nm o l /L。在这
种条件下, 2种产物在毛细管电泳中的峰高基本一




Figure. Capillary electrophoresis results o f products
amplified by complex PCR. A: norm a l contro .l B:
N PM1 + /FLT3 ITD - sam p le. C: N PM1 - /FLT3 ITD +
sam ple. D: NPM 1 + /FLT3 ITD + sam p le.
AML中 NPM 1和 FLT3基因突变检测
在 92份 AM L标本中, 发现 17例 NPM 1突变阳性
标本 ( 18. 5% ) 和 15 例 FLT3 ITD 阳性 标本
( 16. 3% ),典型结果如附图所示。虽然预计大小
(NPM 1产物为 266 bp, FLT3产物为 357 bp)与实际
大小差了 6- 7 nt(与毛细管阵列使用时间长有关 ) ,
但这对结果的判断没有影响。在 NPM 1突变阳性
标本中,有 7例 M 2、4例 M 4、5例 M 5、1例 M 6,其中
10例男性、7例女性。在 FLT3 ITD 突变阳性标本
中, 有 1例 M 1、8例 M 2、2例 M 3、1例 M 4、3例 M 5,
其中 5例男性、10例女性。有 6例为 NPM 1突变和
FLT3 ITD 突变双阳性。在 2例 CM L急变为 AM L




本中, 有 5份标本 NPM 1 的突变子比例都高于





有 15份为 A型突变, 1份为 B型突变, 1份为 Nm
型突变 (附表 )。在两份 CM L急变为 AM L的标本
中, 有 1份为 NPM 1突变, 突变类型为 A型。在 15
份 FLT3 ITD 突变阳性的标本中,有 2份标本同时带
有 2种 FLT3 ITD 突变, 另外 13份仅带有 1种
FLT3 ITD 突变。这 17种 ITD插入的位置均落在外
显子 14上,插入片段的大小为 18 - 87 bp, 中位值
42 bp。
Table 1. Types ofNPM 1 mutation detected
Type of
mu tation
Sequence of nuc leic





W ild G ATCTCTG - - - GCAGTGGAGGA AGTCTCT DLWQWRK SL 75
A G ATCTCTG TCTG GCAGTGGAGG AAGTCTCT DLCLAV EEV SLRK 15
B G ATCTCTG CA TGG CAG TGG AGGAAG TCTCT DLCM AVEEV SLRK 1
Nm G ATCTCTG CCAG GCAGTGGAGGA AGTCTCT DLCQ AVEEV SLRK 1







。最常见的是 A 型、B 型和 D 型突变, 约占
NPM 1突变的 75% - 80%、10% 和 5%
[ 9 ]
。FLT3
ITD 突变是发生在近膜结构域 ( jux tam em brane
dom ain)中的插入突变,主要存在于 FLT3基因的第




719双重 PCR 检测急性髓系白血病 FLT3 ITD 和 NPM1 基因突变
等
[ 3]
报道的长度为 6- 180 bp, 而 Schnittg er等
[ 2]
报







ITD 和 NPM 1突变, 分辨率可以达到 1 bp的差异,
且具有较高的检测通量。但是, 这种方法是从 RNA
水平进行检测,需要逆转录过程,容易受到 RNA质




作起来更简便易行; 引物设计。将 NPM 1基因的
引物分别设计在内含子 11(NPM 1 F)和外显子 12
(NPM 1 R )上,将 FLT3基因的引物分别设计在内含
子 13(FLT3 F)和外显子 15( FLT3 R )上, 从而保证
能够检测出所有或几乎所有的 NPM 1突变和 FLT3
ITD 突变; 对 NPM 1和 FLT3引物采用单色荧光
标记, 而 N oguera等
[ 13]
对 NPM 1和 FLT3的引物分
别标记了 2种不同的荧光。在我们的体系里 NPM 1
产物为 266 bp或 270 bp,而 FLT3的产物为 357 bp





(NPM 1产物为 266 bp, FLT3产物为 357 bp)与实际
大小差了 6 7 n t(与毛细管阵列使用时间久有关 ) ,
但这对结果的判断没有影响。NPM 1基因突变的阳
性检出率明显低于国外报道的数据, 推测原因可能
为: 种族差异、地域差异; 样本量不够大; 92
份标本中有 20份为 M 3,均为 PM L /RARA融合基因
阳性, 而 PML /RARA和NPM 1基因突变同属于白血
病二次打击学说的 II类突变, 一般不会共存。事实
上, 17例NPM 1阳性标本没有 1例属于 M 3亚型,所





数的NPM 1突变和 FLT3 ITD 突变标本中, NPM 1的
突变型 /野生型比例高于 FLT3, 从而推测 NPM 1突
变的发生可能早于 FLT3 ITD 突变,我们的 6份突变
双阳性病例进一步证实了这一点。
总之,利用双重 PCR体系结合毛细血管电泳技
术可以准确的检测 AM L 标本的 NPM 1和 FLT3基
因突变, 具有方便、快捷、准确、可定量的优点, 可用
于常规的白血病分子诊断。
参 考 文 献
1 Low enberg B. A cu te m ye lo id leukem ia: th e challenge of capturing
d isease variety. H em atology Am Soc Hem ato l Educ Program,
2008: 1- 11
2 Th ied e C, Steudel C, M ohr B, et a l. A naly sis of FLT3 activating
m u tat ions in 979 p atien ts w ith acute m y elogenous leukem ia:
association w ith FAB sub types and iden tif ication o f subg roup s w ith
poor p rogno sis. B lood, 2002; 99( 12 ) : 4326- 4335
3 H aferlach C, M ecucci C, Schn ittger S, et al. AM L w ith m u tated
N PM 1 carryin g a no rm al or aberran t karyotype show overlapp ing
b io log ic, patho logic, imm unoph enotypic, and progno stic featu res.
B lood, 2009; 114 ( 14) : 3024 - 3032
4 Falin iB, M ecu cciC, T iacciE, et a l. C y top lasm ic nucleopho sm in
in acu te m yelogenous leuk em ia w ith a norm al k aryo type. N Eng l J
M ed, 2005; 352( 7 ): 254- 266
5 Y anad aM , M atsuo K, S uzuk iT, et a l. Progn ostic s ign if icance of
FLT3 in ternal tand em dup lication and tyro sine k inase dom ain
m u tat ions for acu te m yelo id leuk em ia: a m eta analysis. Leukem ia,
2005 ; 19( 8) : 1345- 1349
6 D ohn er K, S ch lenk RF, H abdank M , et a l. M utan t nucleopho sm in
(NPM 1) pred icts favorab le progno sis in younger adu lts w ith acute
m ye lo id leukem ia and no rm al cy togen et ics: in teraction w ith o ther
gen e m utation s. B lood, 2005; 106( 12 ) : 3740- 3746
7 Falin iB, N ico lett i I, M artelliM F, et al. A cute m ye lo id leukem ia
carry ing cytop lasm ic /m utated nucleopho sm in ( NPM c + AM L ):
b io log ic and clin ical featu res. B lood, 2007; 109( 3) : 874- 885
8 R au R, B row n P. N ucleopho sm in (NPM 1) m u tat ion s in adu lt and
chi ldhood acu te m yelo id leukaem ia: tow ard s def in ition o f a new
leukaem ia en tity. H em atolO nco ,l 2009; 27( 4 ): 171- 181
9 Falin i B, M artelli M P, P ileri SA, et a l. M o lecular and alternative
m ethods for d iagno sis of acu te m yeloid leukem ia w ith m u tated
N PM 1: f lexibi lity m ay help. H aem ato log ica, 2010; 95( 4) : 529-
534
10 Tan AY, W esterm an DA, C arney DA, et a l. D etection of N PM 1
exon 12 m utation s and FLT3 in ternal tand em dup lication s by h igh
reso lu tion m elting analy sis in n orm al karyotyp e acute m yelo id
leukem ia. J H em atolO nco ,l 2008; 29( 1 ) : 10
11 刘红, 于红, 贾红英. 恶性血液病 FLT3基因突变的检测及临床
意义. 中国实验血液学杂, 2007; 15( 4 ): 709- 713
12 A bu D uh ier FM , G ood eve AC, W ilson GA, et a l. Genom ic
structu re of hum an FLT3: im p lication s for m utational ana lys is. B r J
H aem ato ,l 2001; 113 ( 4) : 1076 - 1077
13 N oguera N I, Amm atuna E, Z angril li D, et a l. S im u ltaneou s
detect ion o f NPM 1 and FLT 3 ITD m utation s by cap illary
electrophores is in acu te m yelo id leukem ia. L eukem ia, 2005; 19
( 8) : 1479- 1482
14 Th iede C, Koch S, C reu tz ig E, et a l. Prevalence and p rogno stic
im pact of NPM 1 m u tations in 1485 adult pat ien ts w ith acute
m ye lo id leukem ia (AM L ) . B lood, 2006; 107( 10) : 4011- 4020
720 中国实验血液学杂志 J Exp H ema to l 2011; 19( 3)
